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O Glioblastoma (GBM) é o mais comum e agressivo tumor cerebral que acomete adultos e, 
apesar dos avanços em seu diagnóstico e tratamento, não houve aumento significativo na 
sobrevida dos pacientes. O bozepinib (BZP) é um novo composto com atividade anticâncer que 
vem sendo estudado por suas promissoras atividades farmacológicas, principalmente sua 
potente e seletiva atividade antitumoral e antimetastática in vitro e in vivo em câncer de mama, 
cólon e melanoma. Nesse contexto, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito citotóxico 
do BZP em linhagens de GBM, bem como elucidar seu papel frente a vias de proliferação, 
resistência e morte celular. Além disso desenvolvemos e caracterizamos nanocápsulas de 
núcleo lipídico carregadas com BZP e revestidas com quitosana (BZP-LNC+) a fim de melhorar 
as características físico-químicas desse composto com o objetivo de avaliar sua atividade in 
vivo. No primeiro set de experimentos, o BZP apresentou atividade citotóxicas em células GBM 
(C6 e U138) com baixos valores de IC50 quando comparado a células não tumorais (MRC-5). 
Identificamos que o tratamento com este composto induz morte celular por apoptose 
dependente de caspase, com formação de autofagossomos, ativação da via NF-kB, sem 
qualquer alteração significativa na progressão do ciclo celular e na via Akt. Além disso, o BZP 
foi capaz de modular o sistema purinérgico, aumentando a expressão e a atividade da enzima 
CD39, enquanto exibiu atividade inibitória da enzima CD73 in sílico e in vitro, reduzindo a 
hidrólise de AMP e a formação de adenosina. Além disso, a exposição durante 24h com BZP 
foi capaz de selecionar células CD133+/NF-kB resistentes e em apenas dois ciclos de 
tratamento, todas as células foram eliminadas. A seguir, desenvolvemos e validamos com 
sucesso um método analítico sensível para quantificar BZP-LNC+ e, as formulações 
apresentaram características físico-químicas com tamanhos de partícula adequadas, estreita 
distribuição de tamanho, carga superficial positiva e, alta eficiência de encapsulação. BZP-
LNC+ apresentou citotoxicidade contra células GBM após 72h de tratamento, com valores de 
IC50 de aproximadamente 0,4 µM, induzindo morte celular por apoptose. Além disso, o 
tratamento combinado entre BZP-LNC+ e TMZ mostrou um efeito citotóxico sinérgico em 
células GBM, potencializando a indução de apoptose mesmo com concentrações reduzidas de 
ambas as drogas testadas. O co-tratamento com TMZ + BZP-LNC+ reduziu o crescimento do 
glioma in vivo em cerca de 81% quando comparado ao grupo controle. Em conjunto, 
concluímos que o BZP-LNC+ é um interessante candidato para o tratamento do GBM, 
encorajando mais estudos sobre o potencial terapêutico, a fim de melhor compreendermos o 




Glioblastoma (GBM) is the most common and aggressive brain tumor affecting adults, and 
despite advances in its diagnosis and treatment, there has been no significant increase in patient 
survival. Bozepinib (BZP) is a new compound with anticancer activity that has been studied for 
its promising pharmacological activities, especially its potent and selective antitumor and 
antimetastatic activity in vitro and in vivo against breast, colon and melanoma cancer. In this 
context, this study aimed to evaluate the cytotoxic effect of BZP in GBM cells, as well as to 
elucidate its role in proliferation, resistance and cell death pathways. In addition, we developed 
and characterized lipid-core nanocapsules loaded with BZP and coated with chitosan (BZP-
LNC+) to improve the physical-chemical characteristics of this compound in order to evaluate 
its GBM activity in vivo. In the first set of experiments, BZP showed cytotoxic activity in GBM 
cells (C6 and U138) with low IC50 values when compared to non-tumor cells (MRC-5). We 
identified that BZP treatment induces cell death by apoptosis caspase-dependent, with 
autophagosomes formation, NF-kB activation, without any significant alteration in the cell 
cycle progression and in the Akt pathway. In addition, BZP was able to modulate the purinergic 
system, increasing the expression and activity of the CD39 enzyme, while exhibiting inhibitory 
activity of the CD73 enzyme in sílico and in vitro, reducing AMP hydrolysis and adenosine 
formation. Furthermore, exposure for 24h with BZP was able to select CD133+/ NF-kB resistant 
cells and, in only two treatment cycles, all cells were eliminated. Next, we successfully 
developed and validated a sensitive analytical method to quantify BZP-LNC+ and, the 
formulations showed physicochemical characteristics with adequate particle sizes, narrow size 
distribution, positive zeta potential, and high encapsulation efficiency. BZP-LNC+ exhibited 
cytotoxicity against GBM cells after 72 h of treatment, with IC50 values of approximately 0.4 
µM, inducing cell death by apoptosis. In addition, the combined treatment between BZP-LNC+ 
and TMZ showed a synergistic cytotoxic effect in GBM cells, potentiating the induction of 
apoptosis even with reduced concentrations of both drugs tested. Co-treatment with TMZ + 
BZP-LNC+ reduced glioma growth in vivo by about 81% when compared to control group. 
Together, we conclude that BZP-LNC+ is an interesting candidate for GBM treatment, 
encouraging further studies on the therapeutic potential to better understand its mechanism of 
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O glioblastoma (GBM) é o tumor maligno mais comum e agressivo do sistema nervoso 
central (SNC) (Hanif et al., 2017; Lukas et al., 2019; Rajaratnam et al., 2020). De acordo com 
estudos realizados pelo CBTRUS (Central brain tumor registry of the United States), o GBM 
é responsável por 48,3% dos tumores cerebrais malignos primários e 57,3% de todos os 
gliomas, com uma taxa de incidência de 3,22/100.000 habitantes nos Estados Unidos (Ostrom 
et al., 2019). Com relação a incidência global, há um aumento crescente no surgimento de novos 
casos de GBM em países da América do Sul, Europa Oriental, Europa Meridional e Oceania 
com uma taxa de incidência de 0,59-5/100.000 habitantes (Lee et al., 2010; Dobes et al., 2011; 
Miranda-Filho et al., 2017; Philips et al., 2018; Korja et al., 2019; Grech et al., 2020). As razões 
para este aumento ainda não foram totalmente esclarecidas, porém acredita-se que tanto fatores 
ambientais quanto fatores intrínsecos ao paciente podem influenciar o desenvolvimento do 
GBM (Lukas et al., 2019). Até o momento, a exposição a altas doses de radiação ionizante é o 
único fator de risco confirmado, principalmente pacientes que foram submetidos a radioterapia 
como tratamento para leucemia, infecções fúngicas no couro cabeludo ou cânceres cerebrais 
anteriores têm um risco elevado de desenvolver o GBM (Davis, 2016; Hanif et al., 2017; Tan 
et al., 2020). Outros fatores como envelhecimento, alterações cromossômicas e síndromes 
genéticas, como a neurofibromatose 1 e 2, esclerose tuberosa e síndrome de von Li-Fraumeni, 
também são contribuintes para o aumento da incidência desse tumor cerebral maligno 
(Urbańska et al., 2014; Smetana et al., 2016; Hanif et al., 2017; Lukas et al., 2019; Grech et 
al., 2020). 
Apesar dos avanços no estudo da patogênese do GBM, a sua origem celular e o seu 
mecanismo fisiopatológico ainda permanecem incertos. Devido as suas semelhanças com 
células da glia, supõe-se que este tumor possa originar-se a partir de células como os astrócitos, 
células progenitoras de oligodendrócitos e/ou células-tronco neurais (Shao e Liu, 2018; Lukas 
et al., 2019). Histologicamente, o GBM é caracterizado por apresentar atipia nuclear e 
polimorfismo celular, alta capacidade mitótica e proliferativa, crescimento difuso e infiltrativo 
e presença de áreas de necrose, resultando na atribuição do grau IV, o mais alto na classificação 
de tumores cerebrais pela Organização Mundial da Saúde (OMS) (Urbańska et al., 2014; Davis, 
2016; Tirosh e Suvà, 2020; Vollmann-Zwerenz et al., 2020). Além disso, alterações 
moleculares e genéticas também têm sido utilizadas para a caracterização dos GBMs, como a 
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alteração da expressão do gene TP53 e da sua proteína correspondente p53, mutação das 
enzimas isocitrato desidrogenase-1 e 2 (IDH1 e IDH2), deleção de p16 e perda de 
heterozigosidade (LOH) do cromossomo 10q, mutação ou perda do gene PTEN, TERT e 
amplificação do gene EGFR (Lukas et al., 2019; Nibali et al., 2020). Embora a caracterização 
molecular aliada às características fenotípicas melhore a predição prognóstica e o 
direcionamento terapêutico mais adequado, a maioria dos pacientes recebem tratamentos 
idênticos, contribuindo para o prognóstico desanimador e letal do GBM (Taylor et al., 2019).  
O tratamento padrão-ouro para este tumor consiste em uma abordagem multimodal com 
ressecção cirúrgica seguida por radioterapia concomitante com quimioterapia (Davis, 2016; 
Bahadur et al., 2019; Zhang et al., 2019). O principal quimioterápico utilizado é a 
Temozolomida (TMZ), uma imidazotetrazinona alquilante do DNA, cuja atividade antitumoral 
foi descoberta em 1987 (Stevens et al., 1987), e tem sido amplamente utilizada como um agente 
quimioterápico de primeira linha para o tratamento de pacientes com GBM desde a aprovação 
de sua eficácia em 2005 pela a FDA (Stupp et al., 2005). O protocolo consiste na administração 
por via oral de TMZ (75 mg/m2 por dia) como um adjuvante à radioterapia (60 Gy em 30 
frações) durante 42 dias. Após a TMZ é administrada isoladamente (150 a 200 mg/m2) uma vez 
ao dia durante 5 dias, seguido por 23 dias sem tratamento, por 6 a 12 meses (Lee, 2016; Braun 
e Ahluwalia, 2017; Tan et al., 2020). Embora a radioterapia e a quimioterapia tenham 
contribuído para prolongar a sobrevida dos pacientes, o GBM permanece ainda incurável e 
apenas 6% dos pacientes sobrevivem cinco anos após o diagnóstico (Zhu et al., 2017; Ostrom 
et al., 2019). 
1.2. RESISTÊNCIA TUMORAL  
A resistência tumoral desenvolvida pela maioria dos tumores, assim como pelo GBM, 
é um processo complexo e ainda não está totalmente compreendida, mas sabe-se que é 
responsável por 90% das falhas no tratamento (Haar et al., 2015; Mansoori et al., 2017). 
Estudos demonstram que essa resistência pode estar associada a mutações genéticas nas células 
tumorais, resposta imune deficiente, favorecendo o ambiente pró-tumoral, desenvolvimento de 
mecanismos de inativação e resistência a múltiplos fármacos, inibição da morte celular por 
supressão da apoptose, alta formação de adenosina pela ecto-5'-nucleotidase (CD73) e 
alterações tanto na expressão quanto na atividade das enzimas do sistema purinérgico, presença 
de uma subpopulação com características de células estaminais, conhecidas como células-
tronco tumorais (CSCs), que são responsáveis pela  auto-renovação, tumorigênese, recorrência 
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e resistência tumoral (Huang et al., 2010; Sayour et al., 2015; Figueiró et al., 2016; Uribe et 
al., 2017; Osuka e van Meir, 2017; Gimple et al., 2019).  
Em 2003, Singh e colaboradores isolaram uma população de CSCs de tumores cerebrais 
humanos de diferentes fenótipos que possuíam uma capacidade marcante de proliferação, 
autorrenovação e diferenciação (Singh et al., 2003). Inicialmente apenas uma pequena fração 
celular carregando o antígeno característico de células-tronco CD133 foi capaz de dar origem 
a novos tumores que eram fenocópias do tumor original do paciente em cérebros de ratos 
imunodeficentes (Singh et al., 2004). Inversamente, uma grande fração celular CD133- 
enxertadas não foram capazes de iniciar tumores nesse mesmo modelo (Singh et al., 2004). 
Posteriormente, em outro estudo, células CD133+ isoladas por Fluorescence-activated cell 
sorting (FACS) foram capazes de gerar tumoresferas com expressão gênica de marcadores 
associados a precursores neurais, como a Nestina e, estas células foram associadas a tumores 
recorrentes e mostraram-se mais resistentes a terapia que células CD133- (Liu et al., 2006). 
Além dos marcadores supracitados, atualmente são utilizados para identificar CSCs marcadores 
de superfície celular, como CD44, CD34, CD24, EpCAM, marcadores intracelulares, como 
ALDH, Nanog, Sox2 e Oct-3/4 e/ou fatores de transcrição, como OLIG2 (Kim et al., 2016; 
Walcher et al., 2020). 
1.3. PAPEL DA ADENOSINA NA RESISTÊNCIA TUMORAL 
A adenosina (ADO) é um nucleosídeo de purina que atua como mediador intracelular e 
extracelular de múltiplos processos biológicos (Layland et al., 2014; Ferreti et al., 2018) e, no 
GBM, a ADO desempenha um importante papel no microambiente tumoral como mediador 
imunossupressivo e/ou imunomodulador (Allard et al., 2019; Azambuja et al., 2019; Feng et 
al., 2020) promovendo a proliferação, angiogênese e resistência tumoral (Ceruti e Abbracchio, 
2020; Giuliani et al., 2021; Jin et al., 2021). 
Nos últimos anos, duas diferentes vias de produção de ADO extracelular foram 
caracterizadas, a via canônica e a não canônica (Ferreti et al., 2018; Sek et al., 2018). Na via 
canônica, o ATP extracelular é hidrolisado para ADP e subsequente convertido em AMP pela 
enzima CD39 (E-NTPDase1) e, finalmente a enzima CD73 hidrolisa o AMP em ADO (Ledur 
et al., 2012; Braganhol et al., 2013; Whiteside, 2017; Ceruti e Abbracchio, 2020). Por outro 
lado, na via não canônica, o NAD+ (nicotinamide adenine dinucleotide) é convertido em ADPR 
(ADP-ribose) por meio da ação da enzima CD38 (ADP-ribosyl cyclase/cyclic ADP-ribose 
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hydrolase). O ADPR é então convertido em AMP pela CD203a (PC-1), que é 
subsequentemente hidrolisado a ADO pela CD73 (Ferreti et al., 2018; Horenstein et al., 2019). 
É possível notar que ambas as vias convergem para a enzima CD73, representando assim um 
elo comum para formação de ADO e um interessante alvo terapêutico para doenças autoimunes, 
inflamatórias e para o câncer, principalmente o GBM (Ferreti et al., 2018; Goswami et al., 
2019; Azambuja et al., 2020; Jin et al., 2021). 
1.4. BOZEPINIB 
O Bozepinib (BZP) [[(RS)-2,6-dicloro-9-[1(p-nitrobenzenossulfonil)-1,2,3,5-tetrahidro 
-4,1-benzoxazepin-3il]-9H-purina] é um potente composto antitumoral, cuja estrutura química 
consiste em um anel de 7 membros benzo-fundido e uma porção purina (López-Cara et al., 
2011; Marchal et al., 2013; Ramírez et al., 2014; Campos et al., 2020). Estudos demonstram 
que o BZP induz morte celular por apoptose ao modular a proteína quinase PKR, que mostrou 
ser seu alvo biológico em células de câncer de mama, cólon e melanoma (Marchal et al., 2013). 
Além disso, o BZP também foi capaz de atuar em importantes vias do câncer, inibindo 
especificamente HER2, Akt, JNK, ERKs e VEGF juntamente com atividades antiangiogênicas 
e antimigratórias (Ramírez et al., 2014).  
Adicionalmente, análises de microarray revelaram que o tratamento com o BZP regulou 
negativamente a expressão de genes envolvidos na tumorigênese do câncer de mama (BRCA1, 
DKK1, CLAUDIN1), progressão tumoral (NOTCH3, MAML2, VIMENTIN), resistência a 
múltiplas drogas (VTRNA1-1), reparação do DNA (BRCA1) e metástase (VIMENTIN, 
BRMS1L), enquanto promoveu a superexpressão de genes envolvidos na inibição da 
angiogênese (CXCL10), apoptose (CASP4), repressor de metástases (BRMS1L), entre outros 
(Ramírez et al., 2014). 
Além disso, o tratamento com BZP mostrou uma atividade citotóxica seletiva contra 
CSCs eliminando subpopulações ALDH+ em uma faixa micromolar e dose-dependente 
(Ramírez et al., 2014). Interessantemente, esse composto revelou um efeito inibitório em 
proteínas envolvidas no fenótipo de células-tronco, como SOX-2, c-MYC e β-CATENINA, 
enquanto promoveu mudanças significativas na expressão de GLI-3, um gene alvo repressor da 
transcrição da via de sinalização Hedgehog, reduzindo a proliferação de células tumorais e 
induzindo morte celular por apoptose em CSCs de cólon (Ramírez et al., 2014). Acredita-se 
então que essas modificações na expressão de genes associado a indução de GLI-3 pelo BZP 
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poderia ser um dos mecanismos pelos quais esse composto exerce sua atividade antitumoral nas 
CSCs (Ramírez et al., 2014). 
Finalmente, o BZP mostrou eficácia antitumoral e antimetastática in vivo em 
camundongos imunodeficientes xenotransplantados com câncer de mama, sem apresentar 
toxicidade detectável no fígado, rins ou danos sistêmicos (Ramírez et al., 2014). Com base 
nesses achados, o BZP torna-se um candidato interessante para avaliação contra o GBM, uma 
vez que, como já citado acima, esse composto demonstrou um potente efeito antitumoral e 
seletivo contra CSCs, além de ser eficaz contra alguns mecanismos de resistência.  
1.5. NANOPARTÍCULAS 
A nanotecnologia tem recebido intensa atenção nos últimos anos e tornou-se uma 
ferramenta importante no desenvolvimento farmacêutico, principalmente devido suas 
propriedades físico-químicas únicas que revolucionam o mercado de produção de 
medicamentos com resultados mais potentes e menos tóxicos (Bamrungsap et al., 2012; Verma 
et al., 2017; Aghebati-Maleki et al., 2020). As nanopartículas (NPs) são uma ampla classe de 
estruturas caracteristicamente esféricas, com diâmetro inferior a 1000 nm (Kothamasu et al., 
2012; Verma et al., 2017; Yin e Zhong, 2020). Estudos recentes mostram que o tamanho ideal 
para uso terapêutico das NPs é entre 100-500 nm, tornando-as mais favoráveis para cruzar as 
barreiras biológicas, evitar a rápida depuração e prolongar sua meia-vida plasmática, 
aumentando assim a eficácia do tratamento e diminuindo a toxicidade sistêmica (Gaumet et al., 
2008; Blanco et al., 2015; Deng et al., 2020).  
Dentre as várias NPs, as nanocápsulas de núcleo lipídico (LNCs) são um tipo muito 
especial de nanocápsulas formadas por uma estrutura núcleo-casca, onde o núcleo é um 
organogel composto por monoestearato de sorbitano disperso em triglicerídeo cáprico/ 
caprílico, envolto por um polímero e estabilizada por micelas de polissorbato 80 (Jäger et al., 
2009; Venturini et al., 2011; Thamrook et al., 2020). Dependendo dos materiais escolhidos e 
das propriedades físico-químicas do fármaco utilizado, vários métodos podem ser empregados 
para a preparação das LNCs, permitindo assim controlar as características de liberação do 
fármaco, bem como aumentar a capacidade de carga desses sistemas (Kothamasu et al., 2012; 
Frank et al., 2015; Yin e Zhong, 2020). Além disso, as LNCs podem ter inúmeras características 
benéficas, como: aumento da estabilidade do fármaco devido a proteção contra fotodegradação 
e/ou degradação química, tempo de circulação sanguínea prolongado, direcionamento ao local 
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alvo e liberação controlada, permeabilidade capilar às barreiras biológicas, como por exemplo 
a barreira hematoencefálica (BHE), além de aumento da eficácia e diminuição de efeitos 
adversos (Poletto et al., 2012; Maeda et al., 2013; Wang et al., 2014; Pourgholi et al., 2016).  
 A fim de potencializar a estabilidade, bem como suas propriedades biológicas, pode-se 
ainda modificar a superfície externa das LNCs com moléculas dotadas de características 
especificas, tais como a quitosana. A quitosana é um polissacarídeo de origem natural, obtida a 
partir da desacetilação parcial da quitina, esta produzida a partir de exoesqueletos de crustáceos 
ou paredes celulares dos fungos (Brück et al., 2011; Smith et al., 2014). A quitosana é 
considerada um material biocompatível, não tóxico e não alergênico, com propriedades 
adesivas e absortivas às mucosas (Bernkop-Schnurch e Dunnhaupt, 2012; Smith et al., 2014; 
Naskar et al., 2019). A utilização de NPs revestidas com quitosana para administração 
intranasal, tem sido fortemente investigada para o tratamento de doenças do SNC, como 
Alzheimer, epilepsia, esquizofrenia e GBM (Baltzley et al., 2014; Elnaggar et al., 2015; van 
Woensel et al., 2016; Liu et al., 2017; Colombo et al., 2018; Bruinsmann et al., 2019; 
Musumeci et al., 2019; Rukmangathen et al., 2019; Yousfan et al., 2020; Wilson et al., 2021; 
Zammer et al., 2021) e, tem demonstrado vantagens significativas em comparação com as vias 
de administração convencionais (oral e parentérica) (Li et al., 2018; Bruinsmann et al., 2019).  
A administração intranasal é uma estratégia promissora para contornar a presença da 
BHE, impermeável para a maioria das moléculas, fornecendo os fármacos diretamente ao 
cérebro ao longo dos nervos olfativos e do nervo trigémeo, que estão em contato direto com o 
SNC através do bulbo olfativo e do tronco cerebral, respetivamente (Samaridou e Alonso, 2018; 
Bruinsmann et al., 2019; Upadhaya et al., 2020). Além disso, a entrega nasal de fármacos 
apresenta outras vantagens, como facilidade de administração, não invasividade, boa 
aceitabilidade do paciente, rápido início de ação, superfície de absorção relativamente grande e 
permeável, redução da atividade enzimática e do metabolismo hepático da primeira passagem 




2.1. Objetivo Geral 
Avaliar o papel do BZP livre ou em LNCs revestidas com quitosana na progressão do GBM. 
2.2. Objetivos Específicos 
2.2.1. CAPÍTULO I 
1. Avaliar a citotoxicidade do BZP em linhagens de GBM e em linhagem não tumoral; 
2. Investigar a progressão do ciclo celular, indução de autofagia e o mecanismo de morte celular 
(apoptose/necrose) pelo tratamento com BZP; 
3. Avaliar papel do BZP em vias de proliferação e resistência celular; 
4. Avaliar a modulação do sistema purinérgico in sílico e, in vitro por meio da atividade e 
expressão das enzimas CD39 e CD73 após tratamento com BZP. 
2.2.2. CAPÍTULO II 
1. Preparar e caracterizar LNCs revestidas com quitosana e carregadas com BZP (BZP-LNC+); 
2. Avaliar a citotoxicidade de BZP-LNC+ em linhagens de GBM; 
3. Avaliar o efeito da combinação entre os tratamentos BZP-LNC+ e TMZ; 
4. Avaliar a progressão tumoral após o tratamento com BZP-LNC+ sozinho e do co-tratamento 
































Os resultados estão descritos em dois capítulos, os quais correspondem a dois artigos de 
pesquisa originais. 
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New insights into cytotoxic mechanisms of bozepinib against glioblastoma 
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Development and characterization of bozepinib-loaded nanocapsules for nose-to-brain 
delivery: preclinical evaluation in glioblastoma 
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